サンドイッチ培養肝細胞を用いた薬物の肝胆系動態評価に関する研究 by 福田 元 & Fukuda Hajime













所属： 金沢大学大学院 自然科学研究科 
生命科学専攻 分子作用学講座 
氏名： 福田 元 
 
【英文要約】 
Hepatobiliary excretion is one of important elimination routes for drugs. Several uptake and efflux 
transporters play a major role in this process. Since alteration of transporters activity affects drug 
disposition and, consequently, their pharmacological and toxicological actions, evaluating 
hepatobiliary disposition and a risk of drug interactions is important for drug discovery and 
development. Recently, sandwich-cultured hepatocytes (SCH) which maintain liver-specific 
functions and form bile canaliculi have been applied to evaluate hepatobiliary disposition of drugs. 
In this study, we evaluated applicability of SCH to profiling of (1) mechanisms of hepatobiliary 
excretion of drugs and (2) transporter-based drug interactions involving drug metabolisms. Firstly, 
transporters responsible for hepatobiliary excretion of a drug were estimated using SCH, indicating 
SCH is a useful in vitro tool to elucidate the mechanisms underlying hepatobiliary excretion of drugs. 
Secondarily, inhibition of bile canalicular membrane transporters by formed metabolites were 
successfully assessed using SCH without a need to use the metabolites. These results indicate that 
SCH is a preferable in vitro tool to provide more clinically relevant prediction of transporter-based 
drug interactions affected by metabolism. 
It is concluded that SCH is widely applicable to profiling of hepatobiliary disposition and 











cotransporting polypeptide（NTCP）、organic anion-transporting polypeptides（OATPs）、organic 
anion transporters（OATs）、organic cation transporters（OCTs）などが挙げられる。また、肝細
胞内から胆汁中への排泄を担う主なトランスポーターとして胆管側膜に発現する multidrug 
resistance-associated protein 2（MRP2）、breast cancer resistance protein（BCRP）、bile salt export 









発現培養細胞、トランスポーター発現 oocytes、胆管側膜ベシクル、in situ 肝灌流法、胆管
カニュレーション動物、トランスポーター機能欠損動物などが挙げられる。しかしながら
これらの方法にはスループットやコスト等の利便性の面、あるいは in vivo 環境を十分に反
映していないなど、様々な課題があることから、医薬品研究開発の初期段階から活用でき
る評価系の構築が望まれている。このような観点では、初代培養肝細胞は肝取り込みや代














この理論に基づき Brouwer らは胆管側トランスポーターによる排泄能の指標として、Biliary 
Excretion Index（BEI%）を提唱した（図 1）。 
 
 図 1．BEI による胆汁排泄トランスポーターの活性評価 
 
これまでに著者らの研究グループでは、ラット SCH を用いて医薬品の胆汁排泄クリアラ
ンスの in vitro-in vivo 相関性について検証し、ラット SCH から求めた胆汁排泄クリアランス
が in vivo クリアランスを良好に反映することを示した。その後も、多くの研究グループか
ら in vitro 胆汁排泄評価系としての SCH の応用に関する報告がなされている。 
本学位論文研究では SCH の医薬品開発への応用性についてさらに検討を行い、その成果
を以下の 3 章にまとめた。 
第 2 章：サンドイッチ培養ラット肝細胞を用いた薬物の胆汁中排泄トランスポーターの推
定 
第 3 章 ：サンドイッチ培養ラット肝細胞を用いた薬物代謝とトランスポーターが関わる薬
物間相互作用の評価 
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-dimethylethyl) benzenesulfonamide sodium salt（エンドセリン受容体拮抗薬）の活性代謝物で
ある TA-0201CA をモデル化合物として選択し、TA-0201CA のラットにおける肝胆系移行メ
カニズムの解明を試みた。胆管側排泄トランスポーターMrp2 の関与が想定されたため、ラ
ット Mrp2 を先天的に欠損した Eisai hyperbilirubinemic rats（EHBR）と野生型 SD ラットと
の TA-0201CA の薬物動態特性を比較した。また in vitro 試験として、これら両系統から単離
した肝細胞より調製した SCH を用いた解析を行った。本検討から得られた知見を以下に小
括した。 
① SDR と EHBR における薬物動態特性の比較から、TA-0201CA の胆汁排泄には少なくと
も Mrp2 が関与しており、他のトランスポーターも関与することが示された。 
② SCH を用いた実験から、TA-0201CA の胆汁中排泄には Bsep トランスポーターが関与し
ていることが示唆され、それは Bsep 発現膜ベシクルを用いた取り込み実験により裏付
けられた。 
③ SCH を用いた実験から、TA-0201CA の血液中から肝細胞内への取り込みには有機アニ
オントランスポーターである Oatps と Ntcp の関与が示唆された。 
 
以上の結果から、TA-0201CA の肝胆移行動態の主なメカニズムとして、Oatps と Ntcp に
より肝臓に取り込まれ、Mrp2 と Bsep により胆汁中に排泄されることが示唆され、SCH が
薬物の肝胆移行動態を解明するための有用なツールになり得ることが示された（図 2）。ま
た、トランスポーター欠損動物から調製した SCH はその in vivo 特性を維持しており、メカ
ニズム解明に応用可能であると考えられた。 
 




第 2 章でも関与が示された肝臓の胆管側膜上に発現する Mrp2 は、多くの医薬品やその代
謝物、さらには抱合型 bilirubin のような内因性物質の胆汁中排泄に関わるトランスポーター
である。ヒト MRP2 あるいはラット Mrp2 活性に影響を及ぼすか否かは医薬品開発過程にお
ける候補化合物の特性として重要である。また近年、肝毒性によって市場より撤退した









これまでに筆者らの研究グループではラット Mrp2 機能の評価法として、SCH で形成され
た胆管腔に集積する Mrp2 蛍光標識基質（5-(and 6)-carboxy-2′,7′-dichlorofluorescein、CDF）





（E2）と生体内因性物質である bilirubin を選択した。E2および bilirubin はいずれも肝臓にお
いて UDP-グルクロン酸転移酵素（UGT）を介してそれぞれ estradiol 17-D-glucuronide





は Mrp2 を阻害することが示された。 
② SCH に E2を曝露した際の Mrp2 への影響を QTLI 法により評価した結果、E2の添加濃
度あるいは曝露時間に依存した Mrp2 阻害の上昇が観察された。E2と E217G の細胞内
濃度から、細胞内で生成した E217G が Mrp2 阻害を示したものと推察された。 
③ SCH において、E2は E217G の生成を介して Mrp2 を阻害することにより、Mrp2 基質で
ある vinblastine の細胞からの排出を阻害し、その細胞障害を増強することが示された。 




ンスポーター阻害の評価が可能であることが示された（図 3）。さらに QTLI 法を適用する
ことにより、高スループット、かつ低コストでの評価を実現することが可能となった。本
評価系は、医薬品の研究開発段階において代謝物による Mrp2 阻害リスクを簡便に検出し、
false negative リスクを回避するためのツールとして期待される。 
 
 











体としての血中曝露は低い。本章ではヒト SCH における CIL の BSEP 阻害とそれに及ぼす
加水分解代謝の影響について評価し、その結果を BSEP 発現膜ベシクルから得られた BSEP
阻害の結果と比較した。本検討から得られた知見を以下に小括した。 
 
① 膜ベシクルを用いた検討により、CIL は CAN に比べ強い BSEP 阻害を示すことが明ら
かとなった。 
② ヒト SCH において CIL 曝露では BSEP 阻害が観察されないが、CIL の代謝阻害剤であ
る diisopropyl fluorophosphates（DFP）共存下で顕著な BSEP 阻害が見られた（図 4）。 











持した SCH における CIL の加水分解代謝に起因することが示された。 
 















相互作用評価の 2 つの観点から検討した。SCH を用いることにより医薬品の肝胆系移行に
関わるトランスポーターの推定が可能であること、また生成した代謝物が関与する排泄ト
ランスポーター阻害に基づく薬物相互作用の評価にも応用可能であることが示された。本
研究成果は、医薬品開発において候補化合物の肝胆系移行動態の評価に SCH が幅広く利用
可能であることを示すとともに、本評価系を用いて早期に良質な候補化合物を選定するこ
とにより、有効性・安全性に優れた医薬品の創製に貢献するものと考えられる。 
 

